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0 DNA-Expressionsvektoren zur Verwendung in der gentherapautischen Behand.ung von GefaBerkranXungen 

(57) Es wird ein DNA-Expressionsvektor beschrieben, der 
°dadurch gekennzeichnet 1st. dafc er eine ? N A-Sequenz ; 

welche fur ein Protein codiert. das die biologische Aktiv.tat 

von Stickstoff-monoxid-synthase (NOS) besitzt und euka- 

rvotische Regulations-Elemente umfaSt, wobei die genann- 

ten eukaryotischen Regulations-Elemente die Expression der 

genannten DNA-Sequenz in eukaryotischen Zeiien bewifken, 

sowie die Verwendung des Expressionsvektors zur Behand- 

lung Oder Verhinderung von Gefafcerkrankungen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von DNA-Ex- 
pressionsvektoren zur gentherapeutischen Behandlung 
von GefaBerkrankungen, wie Bluthochdruck, Arteriosk- 
lerose, Stenose oder Restenose. 

Unter der perkutanen transluminalen koronaren An- 
gioplastie (PTCA) versteht man ein in der Klinik weit 
verbreitetes Verfahren, bei dem die kritische Einengung 
eines HerzkranzgefaBes (Koronarstenose) uber einen 
Katheter mechanisch aufgedehnt und damn wieder 
durchgangig gemacht wird. Die Achillesferse der PTCA 
ist bis zum heutigen Tag die Restenose. Diese tritt nach 
Wochen bis Monaten nach erfolgreicher PTCA in 
12—43% alier behandelten Patienten auf (Lange YLA. et 
al, Southwestern Internal Medicine Conference: Reste- 
nosis: The achilles heai of coronary angioplasty, Am J. 
Med. Sci 265—274, 1993). Eine erneute PTCA oder eine 
Bypass-Operation ist die notwendige Folge. 

Der genaue Mechanismus der Restenose ist letztlich 
ungeklart Entscheidend ist aber der initiate mechani- 
sch e Dehnungsreiz bei dem es neben der Zerstorung 
der Endotheizellen zu Rissen in den arteriosklerotischen 
Wandbezirken bei gleichzeitiger Ablagerung^von Fibrin 
und Blutplattchen kommt Die Blutpiattchen setzen ih- 
rerseits gefaBkonstriktorische und die Proliferation stei- 
gernde Stoffwechselprodukte frei, die die wachstums- 
hemmenden Faktoren der glatten GefaBmuskuiatur 
uberspielen. Eine Hyperplasie der Muskelmedia, d. h. 
eine Restenose ist die Folge. 

Verschiedene Strategien zur Verhinderung der Re- 
stenose wurden in der Vergangenheit in klinischen Stu- 
dien untersucht Was die pharmakologische Therapie 
betrifft, so hatte weder der Einsatz von antithromboti- 
schen (Aspirin, Heparin), antispastischen (Nifedipin, Dil- 
tazem), antiproliferativen (Colchizin) Mitteln noch eine 
Lipidspiegel senkende Therapie einen giinstigen EinfluB 
auf die Entwicklung der Restenose. Ebenso erbrachte 
die Entwicklung neuer Katheter (Laser-Angioplastie, 
Atherektomie Katheter) zur Minimalisierung des Ge- 
webetraumas bei der PTCA keinen Erfolg bei der Ver- 
hinderung der Restenose. 

Eine Therapie die Restenose gibt es zX. nicht Dies 
liegt wahrscheinlich daran, daB die Wirkspiegel im Blut 
nach systemischer Applikation eines Pharmakons zu ge- 
ring sind, urn lokal therapeutisch wirksam werden zu 
konnen. 

Stickstoffmonoxid (NO) wird in Saugetierzellen aus 
der Aminosaure L-Arginin unter Vermittlung des En- 
zyms NO-Synthase (NOS) gebildet. NO ist ein wichtiger 
Botenstoff bzw. Signalmolekiil im menschlichen K6rper, 
das eine Vielzahl physiologischer und pathophysiologi- 
scher Wirkungen vermittelt Im zentralen Nervensy- 
stem ist NO wahrscheinlich an der Regulation von inte- 
grativen Leistungen, d. h. Gedachtnisfunktionen betei- 
ligt Im Gastrointestinaltrakt vermutet man eine Beteili- 
gung an der Darmperistaltik. Das von Makrophagen 
gebildete NO ist in der Lage, Bakterien und Parasiten 
abzutoten. Innerhalb des Herz-Kreislauf systems wird 
NO von den Endotheizellen gebildet, wo es mindestens 
zwei wichtige Funktionen ausubt Zur luminalen Seite 
des GefaBes hin hemmt es die Plattchenaggregation und 
ist damit fur die antithrombogene Eigenschaft der Ge- 
faBinnenwand mitverantwortlich. An der abluminalen 
Seite relaxiert NO die glatte GefaBmuskuiatur und Qbt 
langfristig einen proliferationshemmenden Effekt aus. 
Ein Wegfall des endothelialen NO, z. B. bei Schadigung 
des BiutgefaBendothels, fuhrt am Gesamtorganismus zu 
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einem Bluthochdruck und ist wahrscheinlich auch an der 
Entstehung der Arteriosklerose beteiligt. Fur die Funk- 
tion von NO ist auBerdem wichtig, daB seine biologische 
Halbwertzeit kurzer als eine Sekunde ist Somit kann 

5 NO lediglich die Zellen in unmittelbarer Nachbarschaft 
vom Bildungsort erreichen, d. h. die Wirkung von NO ist 
lokal beschrankt 

Zur Familie der NOS gehdren mindestens drei ver- 
schiedene NOS Isoenzyme: das endotheliale Enzym 

io (eNOS), das Gehirn-Enzym (bNOS) und die induzierba- 
re NOS (iNOS). Alle drei Isoenzyme sind inzwischen 
isoliert, ihre Primarstruktur, d. h. Aminosauresequenz 
aufgeklart und die kodierenden Genabschnitte charak- 
terisiert. Der wesentliche Unterschied zwischen diesen 

is NOS liegt in ihrem Molekulargewicht und vor allem in 
der Regulation der Expression und der enzymatischen 
Aktivitat. So werden die eNOS und bNOS aber ihre 
Aktivitat und die iNOS vorzugsweise uber die Expres- 
sion reguliert. 

20 Zur Charakterisierung der NOS-Enzyme wird folgen- 
des erlautert: 

eNOS: Dieses Isoenzym hat ein Molekulargewicht 
von 133 kDa, hat eine Bindungsstelle fOr Calmodulin, die 
abhangig ist von der freien Ca + + -Konzentration und 

25 liegt zu mehr als 90% membrangebunden vor. 

bNOS: das Hirn-Enzym ist ein Homodimer mit einem 
Molekulargewicht von 160 kDa pro Untereinheit, das zu 
weniger als 10% membrangebunden vorliegt Wie bei 
der eNOS ist die Calmodulin-Bindung abhangig vom 

30 freien Ca++, d.h- beide Enzyme werden nur aktiv, 
wenn die intrazeliuiare Ca+ + -Konzentration, z. B. in- 
folge eines rezeptorvermittelten Ca-h +-Einstroms, er- 
hdht ist. 

iNOS: die induzierbare NOS ist ebenfalls ein Homo- 
35 dimer mit einem Molekulargewicht von 130 kDa pro 
UntereinheiL Der wesentliche Unterschied zu den ande- 
ren Isoenzymen ist, daB die Aktivitat der iNOS unab- 
h£ngig von Calmodulin und damit unabhangig vom zel- 
lularen Calcium ist Weil die Umsatzgeschwindigkeit fur 
40 L-Arginin fur die iNOS etwa 10—100 mal hoher ist als 
bei der eNOS oder bNOS, wird die iNOS auch als "high 
output" NOS bezeichnet Die iNOS laBt sich unter basa- 
len Bedingungen normalerweise nicht nachweisen; sie 
wird jedoch nach immunologischer Aktivierung durch 
45 Entzundungsmediatoren und Endotoxine stark expri- 
miert. 

Aufgabe der Erfindung ist es, einen Expressionsvek- 
tor zur Verfugung zu stellen, welcher geeignet ist, zur 
gentherapeutischen Behandlung von GefaBerkrankun- 

50 gen, insbesondere Bluthochdruck oder Arteriosklerose, 
Stenose oder Restenose. 

Die vorstehende Aufgabe wird geldst durch einen 
DNA-Expressionsvektor, der aus einer DNA-Sequenz, 
welche fttr ein Protein codiert, das die biologische Akti- 

55 vitfit von Stickstoff-monoxid- synthase beinhaltet, und 
aus eukaryotischen Regulations-Elementen besteht, wo- 
bei die mit diesem DNA-Expressionsvektor transfor- 
mierten oder infizierten BlutgefaBe rekombinante 
Stickstoff-monoxid-synthase in einer therapeutisch an- 

60 nehmbaren Menge zur Hemmung von Stenose oder Re- 
stenose der genannten BlutgefaBe und/oder zur Hem- 
mung der Proliferation der glatten GefaBmuskuiatur ex- 
primieren. 

Der vorstehende Expressionsvektor findet gemaB der 
65 Erfindung Verwendung in einem Verfahren zur Behand- 
lung von GefaBerkrankungen, insbesondere Bluthoch- 
druck, Arteriosklerose oder Stenose, und insbesondere 
fur Restenose der karonaren HerzkranzgefaBe nach 
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perkutaner, transluminal koronarer Angioplastie. 

Im weiteren wird eine pharmazeutischen Zusammen- 
setzung zur Verfilgung gestellt ^ mA ™ 

Die Erfinder haben uberraschenderweise gefunden, 
daB die Expression von rekombinanter Stickstoff-mon- 5 
oxid-synthase in BlutgefaBen, die mit einern hier be- 
schriebenen DNA-Expressionsvektor transfiziert wur- 
den zu einer therapeutisch relevanten Hemmung der 
GefaB-Stenose und Restenose nach perkutaner, translu- 
minal koronarer Angioplastie ftihrt. 10 

Die Erfindung bezieht sich auf eine DNA-Sequenz, 
vorzugsweise eine cDNA-Sequenz, die erhalten wird 
von Saugern, vorzugsweise von Mausen oder Men- 
schen, welche fur iNOS-, bNOS- oder eNOS-, vorzugs- 
weise iNOS-Aktivitat codiert Bevorzugt wird die iNOS 15 
cDNA eingesetzt, da sie eine h5here spezifische Aktivi- 
tat hat, die daruber hinaus Ca-unabhangig 1st. Die En- 
zymaktivitat ist daher unabhangig von regulatonschen 

Einfliissen. t _ ^ . a 

Der DNA-Expressionsvektor kann ein Sequenzel- 20 
ement, das die Replikation in Bakterien ermoghcht, em 
Sequenzelement, das die Replikation des genannten 
Vektors in eukaryotischen Zellen ermoglicht, vorzugs- 
weise das SV40 Replikations-Sequenzelement, em 
Polyadenylierungs-Signal und ein oder mehrere Introns 25 

umfassen. , 

Das Regulationselement kann den Promotor una/ 
oder die Enhancer- Region von eukaryotischen Viren, 
vorzugsweise von Cytomegalovirus oder Adenovirus, 
und mehr bevorzugt den Promotor-Enhancer des Cyto- 30 
megalovirus Immediate-Eearly Polypetid-Gens, umfas- 



AuBerdem bezieht sich die vorliegende Erfindung auf 
die Behandlung und Verhinderung von GefaBerkran- 
kungen beim Menschen, wie Bluthochdruck und Arter- 35 
iosklerose sowie Stenose oder Restenose der Blutgefa- 
Be Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren 
zur Behandlung und Vorbeugung von Restenose der 
HerzgefaBe nach perkutaner, transluminal koronarer 
Angioplastie (PTCA), wobei die BlutgefaBe mit dem 40 
oben beschriebenen DNA-Expressionsvektor in Kon- 
takt gebracht, tranfiziert oder infiziert werden. 

Die Transfizierung oder Infizierung der BlutgefaBe 
mit einem DNA-Expressionsvektor kann durch jede im 
Stand der Technik bekannte Standardmethode erfolgen 45 
und ist nicht auf die hier beschriebene Transfiziemngs- 
technik beschrankt. 

Weiterhin betrifft die Erfindung eine pharmazeuti- 
sche Zusammensetzung, die diesen DNA-Expressions- 
vektor zur Behandlung oder Verhinderung der oben 50 
genannten GefaBerkrankungen umfaBt. Die pharma- 
zeutische Zusammensetzung kann zusatzhch zu dem 
DNA-Expressionsvektor einen pharmazeutisch an- 
nehmbaren Trager, ein Stabiiisierungsmittel oder Puffer 

Um D?e S nachfoIgenden Figuren dienen der Erlauterung 
der Erfindung. , . . 

Fig 1 Nukleotid- und Aminosauresequenz der mdu- 
zierbaren NO-Synthase der Maus (Mus ^culus/Mam- 
malia) abgeleitet aus der clonierten cDNA, Genbank eo 
Accession No.: M92649); . 

Fie 2 Nukleotid- und Aminosauresequenz der neuro- 
nalen NO-Synthase des Menschen (Homo sapiens/ 
Mammalia) aus der clonierten cDNA, Genbank Acces- 
sion No.: L02881); # 65 

Fie 3 Nukleotid- und Aminosauresequenz der endo- 
thelial NO-Synthase des Rindes (Bostaurus/ Mamma- 
lia) abgeleitet aus der clonierten cDNA, Genbank Ac- 



cession No.: M95674; >u~l—a~ 
Fig 4a das 2,17 Kb CM V- Promotor enthaltende 
Pvul-Pvull-Fragment, das zum weiteren Aufbau des 
Plasmids pSCMV aus dem Plasmid pSP65h-CMV iso- 
liert wurde* 

Fig. 4b das die 2,80 Kb 3'-Region des p-Globin-Gcns 
und den SV40 Replikationsursprung enthaltende Pvul- 
PvuII-Fragment, das zum weiteren Aufbau des Plasmids 
pCMV aus dem Plasmid pSCT GAL X-556 isol.ert wur- 
de; 

Fig. 4c das Plasmid pSCMV; 

Fig. 4d das 337Kb iNOS-enthaltende Hindlll-Xhol- 
Fragment gemaB Fig. 1 ; 

Fig. 4e das Plasmid pSCMV-iNOS. 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung na- 
her erlautem, ohne sie jedoch darauf zu beschranken. 

Beispiel 1 

I. Elemente eines Expressionsvektors 

Das Expressionsplasmid pSCMV-iNOS wurde auf 
der Basis des Plasmids pS065 (Promega Biotech) clo- 
niert. Es enthalt die folgenden funktionellen Elemente: 

- Promotor/Enhancer des humanen Cytomegalo- 
virus Immediate-Early-Polypeptids (Pos. 
216— 809/Genbank Accession No.: K03104) 

- cDNA der induzierbaren NO-Synthase der 
Maus (Pos. 127-41 10/Genbank Accession No.: 

M92649) . _ . 

- genomische Sequenzen des ss-Globin-Gens des 
Kaninchens (Pos. 905-2080), die das Intron 2 das 
Exon 3 und das Polyadenylierungssignal enthalten 
(Pos. 905-1827 sind unter Genbank Accession No.: 
100659 abgespeichert). 

- den Replikationsursprung des SV40-Virus (Pos. 
130 [SV40 early map] bzw. Pos. 5176-130 der zir- 
kularen SV40 Karte/Genbank Accession No.: 
V01 380) 



II. Herstellung eines Expressionsvektors 

Der CMV-Promotor/Enhancer lag als DNA-Frag- 
ment mit stumpfen Enden in die Smal-Stelle des Plas- 
mids pSP65 inseriert vor (pSP65 h-CMVl). Aus diesem 
Plasmid wurde das Pvul-Pvull-Fragment isohert 
(Fig.4a),dasdenCMV-Promotortragt. 

Aus dem Plasmid PSCT GAL.X-556 (siehe Fig. 4b) 
wurde ein PvuII-PvuI- Fragment isohert, das die 3 -Re- 
gion des ss-Globin-Gens und den SV40 Replikationsur- 
sprung tragt (Fig. 4b). Dieses Fragment wurde mit dem 
PvuII PvuI Fragment aus pSP65h-CMVl hgiert. An 
dem resultierenden Plasmid (pSCMV, Fig. 4c) wurden 
folgende Veranderungen vorgenommen: 

- Deletion der Vektorsequenzen zwischen HindlU 
und Pvull bei gleichzeitiger Insertion eines Clal- 
Linkers. Dadurch gehen die Ausgangsschnittstellen 
Pvull und HindlH verloren. 

- Umwandlung der Xhol-Schnittstelle in eine 
Pvul-Schnittstelle. 

Der erhaltene Vektor wurde als pSCMV2 bezeichnet 
Die iNOS-cDNA wurde als HindU-Xhol- Fragment 
(Fig.4d) in den Xbal-Sall verdauten Vektor 
P SCMV2cloniert. Dazu wurden die S'-uberhangenden 
Enden nach der Xbal-Verdauung durch AuffUUen in 
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glatte Enden umgewandelt. Am 3'-Ende wurde die 
cDNA mit dem Intron und dem Polyadenylierungssignal 
des ss-Globin-Gens aus dem Huhn fusioniert Die Funk- 
tionalitat des Konstrukts wurde durch Transfektion von 
COS-Zellen und anschlieBendem Nachweis der Enzym- 5 
aktivitat uberpruft. Das resultierende Plasmid pSCMV- 
iNOS (Fig. 4e) wurde fur die Transfektionsexperimente 
eingesetzt. Der CMV-Promotor vermittelt eine konsti- 
tutive Expression des iNOS-Gens. Die Aktivitat des ge- 
bildeten Enzyms ist Ca-unabhangig. 10 

III. Herstellung von DNA-Liposomenkomplexen 

Die Anzucht von Sendai- Viren erfolgte in der Chorio- 
nallantis-FIussigkeit befruchteter Huhnereier (dlO— dl2 15 
der Embryonalentwicklung) nach Standardverfahren 
(Nakanishi M M Uchida T., Sugawa H., Ishiura M„ Okada 
Y„ Exp. Cell. Res. 159, 399-409). 

Phosphatidylcholin, Phosphatidylserin und Choleste- 
rin wurden in Tetrahydrofuran gelost, im molaren Ver- 20 
haltnis von 4.8 : 1 : 2 gemischt und unter Stickstoff eva- 
poriert. 10 mg der getrockneten Lipide wurden durch 
Vortexen in 200 u-1 pSCMV-iNOS [gel6st in BSS (140 
mM NaCl, 5.4 mM KC1 und 10 mM Tris-HCl, pH7.69)] 
(Konz. 1 ug/u.1) suspendiert Die erhaltenen Liposomen 25 
wurden mit 4 ml Sendai- Virus (Z-Stamm) (16 000 He- 
magglutinations- Einheiten (HAU)/ml) 3h bei 37° C unter 
Ieichtem Schutteln inkubiert und anschlieBend fur 20" 
im Ultraschallbad beschallt Die Viren wurden vor der 
Verwendung mit UV-Licht inaktiviert(ll J/m 2 x s)-Die 30 
erhaltene Suspension wurde auf zwei Saccharose-Gra- 
dienten (1 ml 60%, 1 ml 40%, 8 ml 30% Saccharose in 
BSS) geladen und fur 3 h bei 30.000 UpM im SW40- Ro- 
tor (Beckman Instruments) bei 4°C zentrifugiert Die 
oberen 2 ml wurden abgenommen und fur die Transfek- 35 
tionsexperimente eingesetzt. 

IV. Transfektions-Protokoll 

Zur Untersuchung des Effekts einer lokalen Oberex- 40 
pression der iNOS auf die Proliferation der glatten Ge- 
faBmuskulatur nach Endothelschadigung in vivo wurde 
das von Clowes AW, Reidy MA und Clowes (MM Lab. 
Invest 49, 327—333, 1983) etablierte Restenose-Modeil 
der Ratte benutzt Im Bereich des Halses wurde die 45 
Arteria carotis communis dargestellt sowie die rostral 
gelegene Bifurkation, an der sich die A.carotis commu- 
nis in die A. carotis externa und A. carotis interna auf- 
spaltet Die A. carotis externa wurde etwa 1 cm rostral 
von der Bifurkation permanent, die A. carotis interna 50 
durch eine GefaBklemme vorObergehend unterbunden. 
Die A. carotis externa wurde durch einen Schnitt etwa 
0.5 cm rostral von der Bifurkation gedffnet Ober diese 
Offnung wurde ein Fogarty 2F Embolektomie-Katheter 
in die A. carotis communis eingefuhrt, und das Endothel 55 
der A. carotis communis wurde durch drei Passagen des 
dilatierten Katheters entfernt 

Fur die Therapiegruppe" wurde das folgende Verf ah- 
ren angewendet Das denudierte GefaB wurde nach Ent- 
fernen des Katheters 15 bis 2 cm caudal von der Bifur- 60 
kation mit einer GefaBklemme verschlossen. Von der 
Offnung in der A. carotis externa wurde ein Polyethy- 
len-Katheter in das GefaB eingebunden. Ober diesen 
Katheter wurden 50— 100 ul einer L6sung mit DNA-Li- 
posomen-Komplexen innerhalb 15—20 min. in den iso- 65 
lierten Abschnitt der A. carotis communis injiziert Es 
wurde darauf geachtet, daB der GefaBabschnitt wah- 
rend der Transfektion durch die Liposomenldsung unter 
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Druck stand. Nach Entf ernen des Transf ektionkatheters 
wurde die A. carotis externa caudal des GefaBschnittes 
permanent unterbunden und anschlieBend der BlutfluB 
durch Entfernen der GefaBklemmen uber die A. carotis 
communis und A. carotis interna wieder hergestellt. 

V. Morphologische Analyse der GefaBe 

Ratten wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (bis 
21d) nach Transfektion der A. carotis communis auf die 
morphologischen Veranderungen in den GefaBen hin 
untersucht Die GefaBe wurden durch Perfusion mit 3% 
Paraformaldehyd in PBS (140 mM Nad 10 mM Na- 
Phosphat, pH 75) fixiert und geschnitten. Das AusmaB 
der Proliferation wurde mit kontrollbehandelten Gefa- 
Ben verglichen. Es zeigte sich eine Reduktion der Steno- 
se-Bildung urn bis zu 60% bei den behandelten Tieren. 
Diese Studie zeigt erstmals, daB in diesem Tiermodell 
die lokale Oberexpression eines Gens eine therapierele- 
vante Hemmung der GefaBstenose zur Folge hat und 
demonstriert die besondere Rolle von NO fiir die Hem- 
mung der Proliferation der glatten Gef aBmuskulatur. 

Patentanspruche 

1. DNA-Expressionsvektor, dadurch gekennzeich- 
net, daB er eine DNA-Sequenz, welche fur ein Pro- 
tein codiert, das die biologische Aktivitat von Stick- 
stoff-monoxid-synthase (NOS) besitzt, und euka- 
ryotische Regulations- Elemente umfaBt, wobei die 
genannten eukaryotischen Regulations- Expres- 
sions- Elemente die Expression der genannten 
DNA-Sequenz in eukaryotischen Zellen bewirken. 

2. DNA-Expressionsvektor, dadurch gekennzeich- 
net, daB er eine cDNA-Sequenz, welche fur ein Pro- 
tein codiert, das die biologische Aktivitat von Stick- 
stoff-monoxid-synthase (NOS) besitzt, und euka- 
ryotische Regulations- Elemente umfaBt, wobei die 
genannten eukaryotischen Regulations- Expres- 
sions- Elemente die Expression der genannten 
cDNA-Sequenz in eukaryotischen Zellen bewirken. 

3. DNA-Expressionsvektor nach Anspruch I oder 
2, wobei die genannte DNA- oder cDNA-Sequenz 
von Saugern abgeleitet ist 

4. DNA-Expressionsvektor nach Anspruch 3, wobei 
die DNA- oder cDNA-Sequenz eine humane 
DNA- oder cDNA-Sequenz darstellt. 

5. DNA-Expressionsvektor nach einem oder meh- 
reren der vorangehenden Anspruche, wobei die 
cDNA die Nukleotidsequenz von Stickstoff-mon- 
oxid-synthase gemafl Fig. 1, Fig. 2 oder Fig. 3 um- 
faBt, oder die Aminosauresequenz von Stickstoff- 
monoxid-synthase gemaB Fig. 1, Fig. 2 oder Fig. 3 
codiert 

6. DNA-Expressionsvektor nach einem oder meh- 
reren der vorangehenden Anspruche, wobei die ge- 
nannten eukaryotischen Regulations- Elemente von 
einem eukaryotischen Virus abgeleitet sind. 

7. DNA-Expressionsvektor nach einem oder meh- 
reren der vorangehenden Anspruche, wobei die ge- 
nannten eukaryotischen Regulations- Elemente von 
dem Cytomegalovirus (CMV)-Promotor und/oder 
Enhancer der fruhen Gene abgeleitet ist 

8. DNA-Expressionsvektor nach Anspruch 6, wobei 
der genannte DNA-Expressionsvektor pSCMV- 
iNOS gemaB Fig. 4e darstellt 

9. DNA-Expressionsvektor nach einem oder meh- 
reren der AnsprOche 1 bis 6, wobei die genannten 
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eukaryotischen Regulations- Elemente von einem 
Adenovirus-Promotor und/oder -Enhancer-Ele- 
ment abgeieitet sind. . 

10. Pharmazeutisches Mittel, dadurch gekennzeicn- 
net, daB es einen DNA-Expressionsvektor nach ei- 5 
nem oder mehreren der Anspruche 1 bis 9 und 
einen pharmazeutisch annehmbaren Trager um- 
fafit. 

11. Verwendung des DNA-Expressionsvektors 
nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 9 10 
bzw. des pharmazeutischen Mittels nach Anspruch 

10 zur Behandlung oder Verhinderung von Gefa- 
Berkrankungen, Bluthochdruck oder Artenoskle- 
rose, Stenose oder Restenose der BlutgefaBe. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, wobei es sich i5 
bei der Restenose urn eine Restenose der Herz- 
kranzgefaBe nach perkutaner transluminaler Koro- 
nar-Angioplastie (PTCA) handelt. 

Hierzu 23 Seite(n) Zeichnungen 20 
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in der gentherapeutischen Behandlung von Gefaesserkrankungen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 3 

(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSS YSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(v) DAT EN DER JETZIGER ANMELDUNG: 

ANMELDENUMMER: DE P 44 11 402.8 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4110 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

. (vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Mus musculus 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON{E): induzierbare Stickstof fmonoxid Synthase 

; (iNOS) 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 192. .3623 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 




GAGACT CTGG CCCCACGGGA CACAGTGTCA CTGGTTTGAA ACTT CTCAGC CACCTTGGTG 60 

AAGGGACTGA GCT GTTAGAG ACACTTCTGA GGCTCCTCAC GCTTGGGTCT TGTTCACTCC 120 

AC GGAGTAGC CTAGT CAACT GCAAGAGAAC GGAGAAC GTT GGATTTGGAG CAGAAGTGCA 180 

AAGTCTCAGA C ATG GCT TGC CCC TGG AAG TTT CTC TTC AAA GTC AAA TCC 230 
Met Ala Cys Pro Trp Lys Phe Leu Phe Lys Val Lys Ser 
1 5 10 

TAC CAA AGT GAC CTG AAA GAG GAA AAG GAC ATT AAC AAC AAC GTG AAG 278 
Tyr Gin Ser Asp Leu Lys Glu Glu Lys Asp lie Asn Asn Asn Val Lys 
15 2 0 25 
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ZEICHNUNGEN SEJTE 2 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 44 11 402 A1 
C12IM 15/79 

5. Oktober 1995 



AAA ACC CCT TGT GCT GTT CTC AGC CCA ACA ATA CAA GAT GAC CCT AAG 32 6 

Lys Thr Pro Cys Ala Val Leu Ser Pro Thr He Gin Asp Asp Pro Lys 
30 35 40 45 

AGT CAC CAA AAT GGC TCC CCG CAG CTC CTC ACT GGG ACA GCA CAG AAT 37 4 

Ser His Gin Asn Gly Ser Pro Gin Leu Leu Thr Gly Thr Ala Gin Asn 
50 55 60 

GTT CCA GAA TCC CTG GAC AAG CTG CAT GTG ACA TCG ACC CGT CCA CAG 422 
Val Pro Glu Ser Leu Asp Lys Leu His Val Thr Ser Thr Arg Pro Gin 
65 70 75 

TAT GTG AGG ATC AAA AAC TGG GGC AGT GGA GAG ATT TTG CAT GAC ACT 470 
Tyr Val Arg He Lys Asn Trp Gly Ser Gly Glu He Leu His Asp Thr 
80 85 90 

CTT CAC CAC AAG GCC ACA TCG GAT TTC ACT TGC AAG TCC AAG TCT TGC 518 
Leu His His Lys Ala Thr Ser Asp Phe Thr Cys Lys Ser Lys Ser Cys 
95 100 105 

TTG GGG TCC ATC ATG AAC CCC AAG AGT TTG ACC AGA GGA CCC AGA GAC 5 66 

Leu Gly Ser He Met Asn Pro Lys Ser Leu Thr Arg Gly Pro Arg Asp 
110 115 120 125 

AAG CCT ACC CCT CTG GAG GAG CTC CTG CCT CAT GCC ATT GAG TTC ATC 614 
Lys Pro Thr Pro Leu Glu Glu Leu Leu Pro His Ala lie Glu Phe He 
130 135 140 

AAC CAG TAT TAT GGC TCC TTT AAA GAG GCA AAA ATA GAG GAA CAT CTG 662 
Asn Gin Tyr Tyr Gly Ser Phe Lys Glu Ala Lys He Glu Glu His Leu 
145 150 155 

GCC AGG CTG GAA GCT GTA ACA AAG GAA ATA GAA ACA ACA GGA ACC TAC 710 
Ala Arg Leu Glu Ala Val Thr Lys Glu He Glu Thr Thr Gly Thr Tyr 
160 165 170 

CAG CTC ACT CTG GAT GAG CTC ATC TTT GCC ACC AAG ATG GCC TGG AGG 758 
Gin Leu Thr Leu Asp Glu Leu He Phe Ala Thr Lys Met Ala Trp Arg 
175 180 185 

AAT GCC CCT CGC TGC ATC GGC AGG ATC CAG TGG TCC AAC CTG CAG GTC 8 06 

Asn Ala Pro Arg." Cys He Gly Arg lie Gin Trp Ser Asn Leu Gin Val 
190 195 " 200 205 

TTT GAC GCT CGG AAC TGT AGC ACA GCA CAG GAA ATG TTT CAG CAC ATC 854 
Phe Asp Ala Arg Asn Cys Ser Thr Ala Gin Glu Met Phe Gin His He 
210 215 220 

TGC AGA CAC ATA CTT TAT GCC ACC AAC AAT GGC AAC ATC AGG TCG GCC 902 
Cys Arg His He Leu Tyr Ala Thr Asn Asn Gly Asn He Arg Ser Ala 
225 230 235 

ATC ACT GTG TTC CCC CAG CGG AGT GAC GGC AAA CAT GAC TTC AGG CTC 950 
He Thr Val Phe Pro Gin Arg Ser Asp Gly Lys His Asp Phe Arg Leu 
240 245 250 

TGG AAT TCA CAG CTC ATC CGG TAC GCT GGC TAC CAG ATG CCC GAT GGC 998 
Trp Asn Ser Gin Leu He Arg Tyr Ala Gly Tyr Gin Met Pro Asp Gly 
255 260 265 

ACC ATC AGA GGG GAT GCT GCC ACC TTG GAG TTC ACC CAG TTG TGC ATC 104 6 

Thr He Arg Gly Asp Ala Ala Thr Leu Glu Phe Thr Gin Leu Cys He 
270 275 280 285 
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ZEICHNUNGEN SEITE 3 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE4411 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober 1995 



G*C CTA GGC TGG AAG CCC CGC TAT GGC CGC TTT GAT GTG CTG CCT CTG 
Asp Leu Gly Trp Lys Pro Arg Tyr Gly Arg Phe Asp Val Leu Pro Leu 
290 295 300 

GTC TTG CAA GCT GAT GGT CAA GAT CCA GAG GTC TTT GAA ATC CCT CCT 
Val Leu Gin Ala Asp Gly Gin Asp Pro Glu Val Phe Glu He Pro Pro 
305 310 315 

GAT CTT GTG TTG GAG GTG ACC ATG GAG CAT CCC AAG TAC GAG TGG TTC 
Asp Leu Val Leu Glu Val Thr Met Glu His Pro Lys Tyr Glu Trp Phe 
320 325 330 

CAG GAG CTC GGG TTG AAG TGG TAT GCA CTG CCT GCC GTG GCC AAC ATG 
Gin Glu Leu Gly Leu Lys Trp Tyr Ala Leu Pro Ala Val Ala Asn Met 
335 340 345 

CTA CTG GAG GTG GGT GGC CTC GAA TTC CCA GCC TGC CCC TTC AAT GGT 
Leu Leu Glu Val Gly Gly Leu Glu Phe Pro Ala Cys Pro Phe Asn Gly 
350 355 360 365 

TGG TAC ATG GGC ACC GAG ATT GGA GTT CGA GAC TTC TGT GAC ACA CAG 
Trp Tyr Met Gly Thr Glu He Gly Val Arg Asp Phe Cys Asp Thr Gin 

CGC TAC AAC ATC CTG GAG GAA GTG GGC CGA AGG ATG GGC CTG GAG ACC 
Arq Tyr Asn He Leu Glu Glu Val Gly Arg Arg Met Gly Leu Glu Thr 
385 390 395 

CAC ACA CTG GCC TCC CTC TGG AAA GAC CGG GCT GTC ACG GAG ATC AAT 
His Thr Leu Ala Ser Leu Trp Lys Asp Arg Ala Val Thr Glu He Asn 
400 405 410 

GTG GCT GTG CTC CAT AGT TTC CAG AAG CAG AAT GTG ACC ATC ATG GAC 
Val Ala Val Leu His Ser Phe Gin Lys Gin Asn Val Thr He Met Asp 
415 420 425 

CAC CAC ACA GCC TCA GAG TCC TTC ATG AAG CAC ATG CAG AAT GAG TAC 
His His Thr Ala Ser Glu Ser Phe Met Lys His Met Gin Asn Glu Tyr 
430 435 440 445 

CGG GCC CGT GGA GGC TGC CCG GCA GAC TGG ATT TGG CTG GTC CCT CCA 
Arg Ala Arg Gly. Gly Cys Pro Ala Asp Trp He Trp Leu Val Pro Pro 
"450 455 460 

GTG TCT GGG AGC ATC ACC CCT GTG TTC CAC CAG GAG ATG TTG AAC TAT 
Val Ser Gly Ser He Thr Pro Val Phe His Gin Glu Met Leu Asn Tyr 
465 470 475 

GTC CTA TCT CCA TTC TAC TAC TAC CAG ATC GAG CCC TGG AAG ACC CAC 
Val Leu Ser Pro Phe Tyr Tyr Tyr Gin He Glu Pro Trp Lys Thr His 
480 485 490 

ATC TGG CAG AAT GAG AAG CTG AGG CCC AGG AGG AGA GAG ATC CGA TTT 
He Trp Gin Asn Glu Lys Leu Arg Pro Arg Arg Arg Glu He Arg Phe 
495 500 505 

AGA GTC TTG GTG AAA GTG GTG TTC TTT GCT TCC ATG CTA ATG CGA AAG 
aS Val Leu Val Lys Val Val Phe Phe Ala Ser Met Leu Met Ar.g Lys 
510 515 520 525 

GTC ATG GCT TCA CGG GTC AGA GCC ACA GTC CTC TTT GCT ACT GAG ACA 
Vax Me? All Ser Arg Val Arg Ala Thr Val Leu Phe Ala Thr Glu Thr 
530 535 D « u 



1094 



1142 



1190 



1238 



1286 



1334 



1382 



1430 



1478 



1526 



1574 



1622 



1670 



1718 



1766 



1814 
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2EICHNUNGEN SEITE 4 Nummer: DE 44 11 402 A1 

Int. CI. 8 : C12N 15/79 

Offenlegungstag: 5. Oktober 1995 

GGG AAG TCT GAA GCA CTA GCC AGG GAC CTG GCC ACC TTG TTC AGC TAC 18 62 

Gly Lys Ser Glu Ala Leu Ala Arg Asp Leu Ala Thr Leu Phe Ser Tyr 
545 550 555 

GCC TTC AAC ACC AAG GTT GTC TGC ATG GAC CAG TAT AAG GCA AGC ACC 1910 
Ala Phe Asn Thr Lys Val Val Cys Met Asp Gin Tyr Lys Ala Ser Thr 
560 565 570 

TTG GAA GAG GAG CAA CTA CTG CTG GTG GTG ACA AGC ACA TTT GGG AAT 1958 
Leu Glu Glu Glu Gin Leu Leu Leu Val Val Thr Ser Thr Phe Gly Asn 
575 580 585 

GGA GAC TGT CCC AGC AAT GGG CAG ACT CTG AAG AAA TCT CTG TTC ATG 200 6 

Gly Asp Cys Pro Ser Asn Gly Gin Thr Leu Lys Lys Ser Leu Phe Met 
590 595 600 605 

CTT AGA GAA CTC AAC CAC ACC TTC AGG TAT GCT GTG TTT GGC CTT GGC 2054 
Leu Arg Glu Leu Asn His Thr Phe Arg Tyr Ala Val Phe Gly Leu Gly 
610 615 620 

TCC AGC ATG TAC CCT CAG TTC TGC GCC TTT GCT CAT GAC ATC GAC CAG 2102 
Ser Ser Met Tyr Pro Gin Phe Cys Ala Phe Ala His Asp lie Asp Gin 
625 630 635 

AAG CTG TCC CAC CTG GGA GCC TCT CAG CTT GCC CCA ACA GGA GAA GGG 2150 
Lys Leu Ser His Leu Gly Ala Ser Gin Leu Ala Pro Thr Gly Glu Gly 
640 645 650 

GAC GAA CTC AGT GGG CAG GAG GAT GCC TTC CGC AGC TGG GCT GTA CAA 2198 
Asp Glu Leu Ser Gly Gin Glu Asp Ala Phe Arg Ser Trp Ala Val Gin 
655 660 665 

ACC TTC CGG GCA GCC TGT GAG ACC TTT GAT GTC CGA AGC AAA CAT CAC 224 6 

Thr Phe Arg Ala Ala Cys Glu Thr Phe Asp Val Arg Ser Lys His His 
670 ~ 675 680 685 

ATT CAG ATC CCG AAA CGC TTC ACT TCC AAT GCA ACA TGG GAG CCA CAG 22 94 

lie Gin He Pro Lys Arg Phe Thr Ser Asn Ala Thr Trp Glu Pro Gin 
690 695 700 

CAA TAT AGG CTC ATC CAG AGC CCG GAG CCT TTA GAC CTC AAC AGA GCC 2342 
Gin Tyr Arg Leu. lie Gin Ser Pro Glu Pro Leu Asp Leu Asn Arg Ala 
705" 710 715 

CTC AGC AGC ATC CAT GCA AAG AAC GTG TTT ACC ATG AGG CTG AAA TCC 2390 
Leu Ser Ser He His Ala Lys Asn Val Phe Thr Met Arg Leu Lys Ser 
720 725 730 

CAG CAG AAT CTG CAG AGT GAA AAG TCC AGC CGC ACC ACC CTC CTC GTT 2438 
Gin Gin Asn Leu Gin Ser Glu Lys Ser Ser Arg Thr Thr Leu Leu Val 
735 740 745 

CAG CTC ACC TTC GAG GGC AGC CGA GGG CCC AGC TAC CTG CCT GGG GAA 24 86 

Gin Leu Thr Phe Glu Gly Ser Arg Gly Pro Ser Tyr Leu Pro Gly Glu 
750 755 760 765 

CAC CTG GGG ATC TTC CCA GGC AAC CAG ACC GCC CTG GTG CAG GGA ATC 2534 
His Leu Gly He Phe Pro Gly Asn Gin Thr Ala Leu Val Gin Gly He 
770 775 780 

TTG GAG CGA GTT GTG GAT TGT CCT ACA CCA CAC CAA ACT GTG TGC CTG 2582 
Leu Glu Arg Val Val Asp Cys Pro Thr Pro His Gin Thr Val Cys Leu 
785 790 795 
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ZEICHNUNGEN SEITE 5 



Nummer: 
Jnt. CL 6 : 

Offenlegungstag: 



OE 44 11 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober1995 



GAG GTT CTG GAT GAG AGC GGC AGC TAC TGG GTC AAA GAC AAG AGG CTG 2630 
Glu Val Leu Asp Glu Ser Gly Ser Tyr Trp Val Lys Asp Lys Arg Leu 
800 805 810 

CCC CCC TGC TCA CTC AGC CAA GCC CTC ACC TAC TTC CTG GAC ATT ACG 2 678 

Pro Pro Cys Ser Leu Ser Gin Ala Leu Thr Tyr Phe Leu Asp He Thr 
815 820 825 

ACC CCT CCC ACC CAG CTG CAG CTC CAC AAG CTG GCT CGC TTT GCC ACG 2726 
Thr Pro Pro Thr Gin Leu Gin Leu His Lys Leu Ala Arg Phe Ala Thr 
830 835 840 845 

GAC GAG ACG GAT AGG CAG AGA TTG GAG GCC TTG TGT CAG CCC TCA GAG 2774 
Asp Glu Thr Asp Arg Gin Arg Leu Glu Ala Leu Cys Gin Pro Ser Glu 
850 855 860 



TAC AAT GAC TGG AAG TTC AGC AAC AAC CCC ACG TTC CTG GAG GTG CTT 
Tyr Asn Asp Trp Lys Phe Ser Asn Asn Pro Thr Phe Leu Glu Val Leu 

87 0 8 / D 



865 



£n ITu Mec Val Arg ™s Val Leu Phe Gin Val His Thr 

1030 



1025 



GGC TAC TCC CGG CTG CCC GGC AAA CCC AAG GTC TAC GTT CAG GAC ATC 
SJ Tyr Ser Lg Leu Pro Gly Lys__Pro Lys Val Tyr Val^ln Asp He 



2822 



GAA GAG TTC CCT TCC TTG CAT GTG CCC GCT GCC TTC CTG CTG TCG CAG 2870 
Glu Glu Phe Pro Ser Leu His Val Pro Ala Ala Phe Leu Leu Ser Gin 
880 885 890 

CTC CCT ATC TTG AAG CCC CGC TAC TAC TCC ATC AGC TCC TCC CAG GAC 2918 
Leu Pro He Leu Lys Pro Arg Tyr Tyr Ser lie Ser Ser Ser Gin Asp 
895 90° 905 

CAC ACC CCC TCG GAG GTT CAC CTC ACT GTG GCC GTG GTC ACC TAC CGC 2966 
His Thr Pro Ser Glu Val His Leu Thr Val Ala Val Val Thr Tyr Arg 
910 915 920 

ACC CGA GAT GGT CAG GGT CCC CTG CAC CAT GGT GTC TGC AGC ACT TGG 3014 
tS Arg Asp Gly Gin Gly Pro Leu His His Gly Val Cys Ser Thr Trp 
930 935 

ATC AGG AAC CTG AAG CCC CAg'gAC CCA GTG CCC TGC TTT GTG CGA AGT 3062 
lie Arg Asn Leu Lys Pro Gin Asp Pro Val Pro Cys Phe Val Arg Ser 
y 945 950 955 

GTC AGT GGC TTC CAG CTC CCT GAG GAC CCC TCC CAG CCT TGC ATC CTC 3110 
Val Ser Gly Phe. Gin Leu Pro Glu Asp Pro Ser Gin Pro Cys He Leu 
960 965 970 

ATT GGG CCT GGT ACG GGC ATT GCT CCC TTC CGA AGT TTC TGG CAG CAG 3158 
lie Gly Pro Gly Thr Gly lie Ala Pro Phe Arg Ser Phe Trp Gin Gin 
975 980 985 

CGG CTC CAT GAC TCC CAG CAC AAA GGG CTC AAA GGA GGC CGC ATG AGC 3206 

Arg Leu 21 Asp Ser Gin His Lys Gly Leu Lys^Gly Gly Arg Met s.r. 
990 995 

TTG GTG TTT GGG TGC CGG CAC CCG GAG GAG GAC CAC CTC TAT CAG GAA 3254 

leu Val Phe Gly Cys Arg His Pro Glu Glu Asp His Leu Tyr Gin Glu 

1010 i° 15 1 

GAA ATG CAG GAG ATG GTC CGC AAG AGA GTG CTG TTC CAG GTG CAC ACA 



3302 



3350 
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ZEICHNUNGEN SEITE 6 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 44 11 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober1995 



CTG CAA AAG CAG CTG GCC AAT GAG GTA CTC AGC GTG CTC CAC GGG GAG 3398 
Leu Gin Lys Gin Leu Ala Asn Glu Val Leu Ser Val Leu His Gly Glu 
• 1055 1060 1065 

CAG GGC CAC CTC TAC ATT TGC GGA GAT GTG CGC ATG GCT CGG GAT GTG 34 4 6 

Gin Gly His Leu Tyr He Cys Gly Asp Val Arg Met Ala Arg Asp Val 
1070 1075 1080 1085 

GCT ACC ACA TTG AAG AAG CTG GTG GCC ACC AAG CTG AAC TTG AGC GAG 34 94 

Ala Thr Thr Leu Lys Lys Leu Val Ala Thr Lys Leu Asn Leu Ser Glu 
1090 1095 HOO 

GAG CAG GTG GAA GAC TAT TTC TTC CAG CTC AAG AGC CAG AAA CGT TAT 35 4 2 

Glu Gin Val Glu Asp Tyr Phe Phe Gin Leu Lys Ser Gin Lys Arg Tyr 
1105 lHO 

CAT GAA GAT ATC TTC GGT GCA GTC TTT TCC TAT GGG GCA AAA AAG GGC 3590 
His Glu Asp He Phe Gly Ala Val Phe Ser Tyr Gly Ala Lys Lys Gly 
1120 H25 H30 

AGC GCC TTG GAG GAG CCC AAA GCC ACG AGG CTC TGACAGCCCA GAGTTCCAGC 3643 



1135 




1140 










TTCTGGCACT 


GAGTAAAGAT 


AATGGTGAGG 


GGCTTGGGGA 


GACAGCGAAA 


TGCAATCCCC 


3703 


CCCAAGCCCC 


TCATGTCATT 


CCCCCCTCCT 


CCACCCTACC 


AAGTAGTATT 


GT ATT AT T GT 


3763 


GGACTACTAA 


ATCTCTCTCC 


TCTCCTCCCT 


CCCCTCTCTC 


CCTTTCCTCC 


CTTCTTCTCC 


3823 


ACTCCCCAGC 


TCCCTCCTTC 


TCCTTCTCCT 


CCTTTGCCTC 


TCACTCTTCC 


TTGGAGCTGA 


3883 


GAGCAGAGAA 


AAACTCAACC 


TCCTGACTGA 


AGCACTTTGG 


GTCACCACCA 


GGAGGCACCA 


3943 


TGCCGCCGCT 


CTAATACTTA 


GCTGCACTAT 


GTACAGATAT 


TTATACTTCA 


TAT TTAAGAA 


4003 


AACAGATACT 


TTT GTC TACT 


CCCAATGATG 


GCTTGGGCCT 


TTCCTGTATA ATTCCTTGAT 


4063 


G AAAAAT AT T 


TATATAAAAT 


ACATTTTATT 


TTAATCAAAA 


AAAAAAA 




4110 



(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 4780 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genom-DNA 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: ,, Mn _. 

(B) CLON(E): neuronale Sticks toffmonoxid Syntase (bNOS) 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: CDS 

(B) LAGE:431. .4729 



Cxi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: y 508 040/344 



ZEICHNUNGEN SEITE 7 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 44 11 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober1995 



GAGCGGACGG GCTCATGATG CCTCAGATCT GATCCGCATC TAACAGGCTG GCAATGAAGA 60 

TACCCAGAGA AT AGTT C AC A TCTATCATGC GTCACTTCTA GACACAGCCA TCAGACGCAT 120 

CTCCTCCCCT TTCTGCCTGA CCTTAGGACA CGTCCCACCG CCTCTCTTGA CGTCTGCCTG 

GTCAACCATC ACTTCCTTAG AGAATAAGGA GAGAGGCGGA TGCAGGAAAT CATGCCACCG 

ACGGGCCACC AGCCATGAGT GGGTGACGCT GAGCTGACGT CAAAGACAGA GAGGGCTGAA 

GCCTTGTCAG CACCTGTCAC CCCGGCTCCT GCTCTCCGTG TAGCCTGAAG CCTGGATCCT 

CCTGGTGAAA TCATCTTGGC CTGATAGCAT TGTGAGGTCT TCAGACAGGA CCCCTCGGAA 

GCTAGTTAC C ATG GAG GAT CAC ATG TTC GGT GTT CAG CAA ATC CAG CCC 
Met Glu Asp His Met Phe Gly Val Gin Gin lie Gin fro 
1145 H50 H55 

AAT GTC ATT TCT GTT CGT CTC TTC AAG CGC AAA GTT GGG GGC CTG GGA 
IS SS S Sel Val Arg Leu Phe Lys Arg Lys Val Gly Gly Leu Gly 
1160 H 65 ii/u 

TTT CTG GTG AAG GAG CGG GTC ACT AAG CCG CCC GTG ATC ATC TCT GAC 
HI HI vll Lys Glu Arg Val Ser Lys Pro Pro Val He He Ser Asp 
1175 H80 1185 

CTG ATT CGT GGG GGC GCC GCA GAG CAG AGT GGC CTC ATC CAG GCC GGA 

Leu He Arg Gly Gly Ala Ala Glu Gin Ser Gly Leu He Gin Ala Gly 
1190 H95 I 200 

GAC ATC ATT CTT GCG GTC AAC GGC CGG CCC TTG GTG GAC CTG AGC TAT 

Asp He ill HI Ala Val Asn Gly Arg Pro Leu Val Asp Leu Ser Tyr 
1210 1215 A " u 

GAC AGC GCC CTG GAG GTA CTC AGA GGC ATT GCC TCT GAG ACC CAC GTG 
Sp ter Ala Leu Glu Val Leu.Arg Gly lie Ala Ser Glu Thr Hxs Val 
1225 1230 1^ 

GTC CTC ATT CTG AGG GGC CCT GAA GGT TTC ACC ACG CAC CTG GAG ACC 
vll 2u He^eu Arg Gly Pro Gl^Gly Phe Thr Thr His^Leu Glu Thr 

Arc TTT ACA GGT GAT GGG ACC CCC AAG ACC ATC CGG GTG ACA CAG CCC 
iSr III 5£ Gly Asp Gly Thr Pro Lys Thr He Arg Val Thr Gin Pro 
1255 1260 1265 

CTG GGT CCC CCC ACC AAA GCC GTG GAT CTG TCC CAC CAG CCA CCG GCC 
HI III Pro Pro Thr Lys Ala Val Asp Leu Ser His Gin Pro Pro Al. 
1270 1275 1280 

GGC AAA GAA CAG CCC CTG GCA GTG GAT GGG GCC TCG GGT CCC GGG AAT 
Gly Glu Sn Pro^Leu Ala Val Asp GlyAl. Ser Gly Pro GlyA-n 

GGG CCT CAG CAT GCC TAC GAT GAT GGG CAG GAG GCT GGC TCA CTC CCC 
S5 Pro Sn Ss Ala Tyr Asp Asp Gly Gin Glu Ala Gly Ser^Leu Pro 
1305 1310 

SI S J2S S5 S S SS SS 15 S 25 S2 iS 5J 

1320 1325 

s s s - = s ss s ss s s: e is SS s s 

1335 1340 



180 
240 
300 
360 
420 
469 

517 

565 

613 

661 

709 

757 

805 

853 

901 

949 

997 



1045 
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ZEICHNUNGEN SEITE 8 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offentegungstag: 



DE 44 11 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober1995 



AAG GAG ATA GAG CCT GTG CTG AGC CTT CTC ACC AGT GGG AGC AGA GGG 1093 
Lys Glu lie Glu Pro Val Leu Ser Leu Leu Thr Ser Gly Ser Arg Gly 
1350 1355 1360 1365 

GTC AAG GGA GGG GCA CCT GCC AAG GCA GAG ATG AAA GAT ATG GGA ATC 1141 
Val Lys Gly Gly Ala Pro Ala Lys Ala Glu Met Lys Asp Met Gly lie 
1370 1375 1380 

CAG GTG GAC AGA GAT TTG GAC GGC AAG TCA CAC AAA CCT CTG CCC CTC 118 9 

Gin Val Asp Arg Asp Leu Asp Gly Lys Ser His Lys Pro Leu Pro Leu 
1385 1390 1395 

GGC GTG GAG AAC GAC CGA GTC TTC AAT GAC CTA TGG GGG AAG GGC AAT 1237 
Gly Val Glu Asn Asp Arg Val Phe Asn Asp Leu Trp Gly Lys Gly Asn 
1400 1405 1410 

GTG CCT GTC GTC CTC AAC AAC CCA TAT TCA GAG AAG GAG CAG CCC CCC 12 85 

Val Pro Val Val Leu Asn Asn Pro Tyr Ser Glu Lys Glu Gin Pro Pro 
1415 1420 1425 

ACC TCA GGA AAA CAG TCC CCC ACA AAG AAT GGC AGC CCC TCC AAG TGT 1333 
Thr Ser Gly Lys Gin Ser Pro Thr Lys Asn Gly Ser Pro Ser Lys Cys 
1430 ' 1435 1440 1445 

CCA CGC TTC CTC AAG GTC AAG AAC TGG GAG ACT GAG GTG GTT CTC ACT 13 81 

Pro Arg Phe Leu Lys Val Lys Asn Trp Glu Thr Glu Val Val Leu Thr 
1450 1455 1460 

GAC ACC CTC CAC CTT AAG AGC ACA TTG GAA ACG GGA TGC ACT GAG TAC 1429 
Asp Thr Leu His Leu Lys Ser Thr Leu Glu Thr Gly Cys Thr Glu Tyr 
1465 1470 1475 

ATC TGC ATG GGC TCC ATC ATG CAT CCT TCT CAG CAT GCA AGG AGG CCT 14 77 

He Cys Met Gly Ser He Met His Pro Ser Gin His Ala Arg Arg Pro 
1480 1485 1490 

GAA GAC GTC CGC ACA AAA GGA^CAG CTC TTC CCT CTC GCC AAA GAG TTT 1525 
Glu Asp Val Arg Thr Lys Gly Gin Leu Phe Pro Leu Ala Lys Glu Phe 
1495 " 1500 1505 

ATT GAT CAA TAC TAT TCA TCA ATT AAA AGA TTT GGC TCC AAA GCC CAC 1573 
He Asp Gin Tyr. Tyr Ser Ser He Lys Arg Phe Gly Ser Lys Ala His 
1510 " 1515 1520 1525 

ATG GAA AGG CTG GAA GAG GTG AAC AAA GAG ATC GAC ACC ACT AGC ACT 1621 
Met Glu Arg Leu Glu Glu Val Asn Lys Glu He Asp Thr Thr Ser Thr 
1530 1535 1540 

TAC CAG CTC AAG GAC ACA GAG CTC ATC TAT GGG GCC AAG CAC GCC TGG 1669 
Tyr Gin Leu Lys Asp Thr Glu Leu He Tyr Gly Ala Lys His Ala Trp 
1545 1550 1555 

CGG AAT GCC TCG CGC TGT GTG GGC AGG ATC CAG TGG TCC AAG CTG CAG 1717 
Arg Asn Ala Ser Arg Cys Val Gly Arg He Gin Trp Ser Lys Leu Gin 
1560 1565 1570 

GTA TTC GAT GCC CGT GAC TGC ACC ACG GCC CAC GGG ATG TTC AAC TAC 1765 
Val Phe Asp Ala Arg Asp Cys Thr Thr Ala His Gly Met Phe Asn Tyr 
1575 1580 1585 

ATC TGT AAC CAT GTC AAG TAT GCC ACC AAC AAA GGG AAC CTC AGG TCT 1813 
He Cys Asn His Val Lys Tyr Ala Thr Asn Lys Gly Asn Leu Arg Ser 
1590 1595 1600 1605 
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ZEICHNUNGEN SEITE 9 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 44 11 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober1995 



GCC ATC ACC ATA TTC CCC CAG AGG ACA GAC GGC AAG CAC GAC TTC CGA 
Ala lie Thr He Phe Pro Gin Arg Thr Asp Gly Lys His Asp Phe Arg 
1610 1615 I 520 

GTC TGG AAC TCC CAG CTC ATC CGC TAG GCT GGC TAG AAG CAC CGT GAC 
Val Trp Asn Ser Gin Leu He Arg Tyr Ala Gly Tyr Lys His Arg Asp 
1625 1630 1635 

GGC TCC ACC CTG GGG GAC CCA GCC AAT GTG CAG TTC ACA GAG ATA TGC 
Gly Ser Sr Leu Gly Asp Pro Ala Asn Val Gin Phe Thr Glu He Cys 
1640 1645 1650 

ATA CAG CAG GGC TGG AAA CCG CCT AGA GGC CGC TTC GAT GTC CTG CCG 
S lln Gin Gly Trp Lys Pro Pro Arg Gly Arg Phe Asp Val Leu Pro 
1655 1660 1665 

CTC CTG CTT CAG GCC AAC GGC AAT GAC CCT GAG CTC TTC CAG ATT CCT 

Leu Leu Leu Gin Ala Asn Gly Asn Asp Pro Glu Leu Phe Gin He Pro 
1670 1675 1680 

CCA GAG CTG GTG TTG GAA CTT CCC ATC AGG CAC CCC AAG TTT GAG TGG 

S Glu Leu Val Leu Glu Leu Pro He Arg^His Pro Lys Phe SluTrp 



1690 



TTC AAG GAC CTG GCG CTG AAG TGG TAC GGC CTC CCC GCC GTG TCC AAC 
Phe £s Sp Ala Leu Lys Trp Tyr Gly Leu Pro Ala Va Ser Asn 

1705 1 7 1° 1/i:> 



1861 



1909 



1957 



2005 



2053 



2101 



2149 



ATG CTC CTA GAG ATT GGC GGC CTG GAG TTC AGC GCC TGT CCC TTC AGT 2197 
Leu Hu Su He Gly Gly Leu Glu Phe Ser Ala Cys Pro Phe Ser 
1720 I 725 1730 

GGC TGG TAC ATG GGC ACA GAG ATT GGT GTC CGC GAC TAC TGT GAC AAC 224 5 

Gly Trp Tyr Met Gly Thr Glu lie Gly Val Arg Asp Tyr Cys Asp Asn 
1735 174.0 I™ 5 

TCC CGC TAC AAT ATC CTG GAG GAA GTG GCC AAG AAG ATG AAC TTA GAC 
Ser Sg lyr A^n He Leu Glu Glu Val Ala Lys Lys Met Asn Leu Asp 
1750 I 755 1760 " 

ATG AGG AAG ACG' TCC TCC CTG TGG AAG GAC CAG GCG CTG GTG GAG ATC 
Zt Arg £s Thr Ser Ser Leu Trp Lys Asp Gin Ala Leu Val Glu He 
1770 I 775 1 

AAT ATC GCG GTT CTC TAT AGC TTC CAG AGT GAC AAA GTG ACC ATT GTT 
itn He Ala Val Leu Tyr Ser Phe Ginger Asp Lys Val Th^Ile Val 
17 85 

GAC CAT CAC TCC GCC ACC GAG TCC TTC ATT AAG CAC ATG GAG AAT GAG 
Sp SI Ss Ser Ala Thr Glu Ser Phe He Lys His Met Glu Asn Glu 
1800 1805 

S %p 5 S 5 £S S S 5 5S £ - S 
SSS SS = SS5 S S 22 - - - E 
~ S SS S S = T £ K - 2S Z S 5 SS 

1850 1855 508 040/344 
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2341 



2389 



2437 



2485 



2533 



2581 



ZEICHNUNGEN SE1TE 10 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 44 11 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober 1995 



CAT GTC TGG AAA GGC ACC AAC GGG ACC CCC ACA AAG CGG CGA GCC ATC 2 629 

His Val Trp Lys Gly Thr Asn Gly Thr Pro Thr Lys Arg Arg Ala lie 
1865 1870 1875 

GGC TTC AAG AAG CTA GCA GAA GCT GTC AAG TTC TCG GCC AAG CTG ATG 2677 
Gly Phe Lys Lys Leu Ala Glu Ala Val Lys Phe Ser Ala Lys Leu Met 
1880 1885 1890 

GGG CAG GCT ATG GCC AAG AGG GTG AAA GCG ACC ATC CTC TAT GCC ACA 2725 
Gly Gin Ala Met Ala Lys Arg Val Lys Ala Thr lie Leu Tyr Ala Thr 
1895 1900 1905 

GAG ACA GGC AAA TCG CAA GCT TAT GCC AAG ACC TTG TGT GAG ATC TTC 2773 
Glu Thr Gly Lys Ser Gin Ala Tyr Ala Lys Thr Leu Cys Glu lie Phe 
19 10 1915 " 1920 1925 

AAA CAC GCC TTT GAT GCC AAG GTG ATG TCC ATG GAA GAA TAT GAC ATT 2 821 

Lvs His Ala Phe Asp Ala Lys Val Met Ser Met Glu Glu Tyr Asp He 
1930 1935 1940 

GTG CAC CTG GAA CAT GAA ACT CTG GTC CTT GTG GTC ACC AGC ACC TTT 2 869 

Val His Leu Glu His Glu Thr Leu Val Leu Val Val Thr Ser Thr Phe 
1945 1950 1955 

GGC AAT GGA GAT CCC CCT GAG AAT GGG GAG AAA TTC GGC TGT GCT TTG 2 917 

Gly Asn Gly Asp Pro Pro Glu Asn Gly Glu Lys Phe Gly Cys Ala Leu 
I960 1965 1970 

ATG GAA ATG AGG CAC CCC AAC TCT GTG CAG GAA GAA AGG AAG AGC TAC 29 65 

Met Glu Met Arg His Pro Asn Ser Val Gin Glu Glu Arg Lys Ser Tyr 
1975 1980 1985 

AAG GTC CGA TTC AAC AGC GTC TCC TCC TAC TCT GAC TCC CAA AAA TCA 3013 
Lvs Val Arg Phe Asn Ser Val Ser Ser Tyr Ser Asp Ser Gin Lys Ser 
1990 1995 2000 2005 

TCA GGC GAT GGG CCC GAC CTC* AGA GAC AAC TTT GAG AGT GCT GGA CCC 3061 
Ser Gly Asp Gly Pro Asp Leu Arg Asp Asn Phe Glu Ser Ala Gly Pro 
2010 " 2015 2020 

CTG GCC AAT GTG AGG TTC TCA GTT TTT GGC CTC GGC TCA CGA GCA TAC 3109 
Leu Ala Asn Val- Arg Phe Ser Val Phe Gly Leu Gly Ser Arg Ala Tyr 
2025 2030 2035 

CCT CAC TTT TGC GCC TTC GGA CAC GCT GTG GAC ACC CTC CTG GAA GAA 3157 
Pro His Phe Cys Ala Phe Gly His Ala Val Asp Thr Leu Leu Glu Glu 
2040 2045 2050 

CTG GGA GGG GAG AGG ATC CTG AAG ATG AGG GAA GGG GAT GAG CTC TGT 3205 
Leu Gly Gly Glu Arg He Leu Lys Met Arg Glu Gly Asp Glu Leu Cys 
2055 2060 2065 

GGG CAG GAA GAG GCT TTC AGG ACC TGG GCC AAG AAG GTC TTC AAG GCA 3253 
Gly Gin Glu Glu Ala Phe Arg Thr Trp Ala Lys Lys Val Phe Lys Ala 
2070 2075 2080 2085 

GCC TGT GAT GTC TTC TGT GTG GGA GAT GAT GTC AAC ATT GAA AAG GCC 
Ala Cys Asp Val Phe Cys Val Gly Asp Asp Val Asn lie Glu Lys Ala 
2090 2095 2100 

AAC AAT TCC CTC ATC AGC AAT GAT CGC AGC TGG AAG AGA AAC AAG TTC 
Asn Asn Ser Leu He Ser Asn Asp Arg Ser Trp Lys Arg Asn Lys Phe 
2105 2110 2115 



3301 



3349 
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ZEICHNUNGEN SEITE 11 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 44 11 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober 1995 



CGC CTC ACC TTT GTG GCC GAA GCT CCA GAA CTC ACA CAA GGT CTA TCC 
Arcr Leu Thr Phe Val Ala Glu Ala Pro Glu Leu Thr Gin Gly Leu Ser 
7 2120 2125 2130 

AAT GTC CAC AAA AAG CGA GTC TCA GCT GCC CGG CTC CTT AGC CGT CAA 
Asn Val His Lys Lys Arg Val Ser Ala Ala Arg Leu Leu Ser Arg Gin 
2135 " 2140 2145 

AAC CTC CAG AGC CCT AAA TCC AGT CGG TCA ACT ATC TTC GTG CGT CTC 
Asn Leu Gin Ser Pro Lys Ser Ser Arg Ser Thr He Phe Val Arg Leu 
2150 2155 2160 2165 

CAC ACC AAC GGG AGC CAG GAG CTG CAG TAC CAG CCT GGG GAC CAC CTG 
hJs Thr Asn Gly Ser Gin Glu Leu Gin Tyr Gin Pro Gly Asp His Leu 
2170 2175 ^ ±oyj 

GGT GTC TTC CCT GGC AAC CAC GAG GAC CTC GTG AAT GCC CTG ATC GAG 
Gly Val Phe Pro Gly Asn His Glu Asp Leu Val Asn Ala Leu He Glu 
2185 - _ 2190 2195 

CGG CTG GAG GAC GCG CCG CCT GTC AAC CAG ATG GTG AAA GTG GAA CTG 
Arg Leu Glu Asp Ala Pro Pro Val Asn Gin Met Val Lys Val Glu Leu 
2200 2205 2210 

CTG GAG GAG CGG AAC ACG GCT TTA GGT GTC ATC AGT AAC TGG ACA GAC 
Zu Glu Glu Arg Asn Thr Ala Leu Gly Val lie Ser Asn Trp Thr Asp 
2215 " 2220 2225 

GAG CTC CGC CTC CCG CCC TGC ACC ATC TTC CAG GCC TTC AAG TAC TAC 
Glu Leu Arg Leu Pro Pro Cys Thr He Phe Gin Ala Phe Lys Tyr Tyr 
2230 " 2235 2240 2245 

CTG GAC ATC ACC ACG CCA CCA ACG CCT CTG CAG CTG CAG CAG TTT GCC 
Su Asp He Thr Thr Pro Pro Thr Pro Leu Gin Leu Gin Gin Phe Ala 
2250 2255 2260 

TCC CTA GCT ACC AGC GAG AAG GAG AAG CAG CGT CTG CTG GTC CTC AGC 
Ser Leu Ala Thr Ser Glu Lys Glu Lys Gin Arg Leu Leu Val Leu Ser 
2265 2270 2275 

AAG GGT TTG CAG GAG TAC GAG GAA TGG AAA TGG GGC AAG AAC CCC ACC 
£ys Gly Leu Gln,Glu Tyr Glu Glu Trp Lys Trp Gly Lys Asn Pro Thr 
2280 2285 2290 

ATC GTG GAG GTG CTG GAG GAG TTC CCA TCT ATC CAG ATG CCG GCC ACC 
He Val Glu Val Leu Glu Glu Phe Pro Ser He Gin Met Pro Ala Thr 
2295 2300 2305 

CTG CTC CTG ACC CAG CTG TCC CTG CTG CAG CCC CGC TAC TAT TCC ATC 
Leu Leu Leu Thr Gin Jeu^Ser Leu Leu Gin V™*^ Tyr Tyr Ser 11^ 

Arr TCC TCC CCA GAC ATG TAC CCT GAT GAA GTG CAC CTC ACT GTG GCC 
sir Ser Ser Pro £p Met Tyr Pro Asp Glu Val His Leu Thr Val Ala 
2330 2335 

ATC GTT TCC TAC CGC ACT CGA GAT GGA GAA GGA CCA ATT CAC CAC GGC 
lie Tl Ser Tyr Arg Thr Arg Asp Gly Glu Gly Pro He His His Gly 
2345 2350 235b 

GTA TGC TCC TCC TGG CTC AAC CGG ATA CAG GCT GAC GAA CTG GTC CCC 
V™ lys Ser Ser Trp Leu Asn Arg lie Gin Ala Asp Glu Leu Val Pro 
2360 2365 2 «*> u 



3397 



3445 



3493 



3541 



3589 



3637 



3685 



3733 



3781 



3829 



3877 



3925 



3973 



4021 



4069 



4117 
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ZEICHNUNGEN SEITE 12 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 44 11 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober1995 



TGT TTC GTG AGA GGA GCA CCC AGC TTC CAC CTG CCC CGG AAC CCC CAA 4165 
Cys Phe Val Arg Gly Ala Pro Ser Phe His Leu Pro Arg Asn Pro Gin 
2375 2380 2385 

GTC CCC TGC ATC CTC GTT GGA CCA GGC ACC GGC ATT GCC CCT TTC CGA 4213 
Val Pro Cys He Leu Val Gly Pro Gly Thr Gly He Ala Pro Phe Arg 
2390 2395 2400 2405 

AGC TTC TGG CAA CAG CGG CAA TTT GAT ATC CAA CAC AAA GGA ATG AAC 4 261 

Ser Phe Trp Gin Gin Arg Gin Phe Asp He Gin His Lys Gly Met Asn 
2410 2415 2420 

CCC TGC CCC ATG GTC CTG GTC TTC GGG TGC CGG CAA TCC AAG ATA GAT 4 309 

Pro Cys Pro Met Val Leu Val Phe Gly Cys Arg Gin Ser Lys He Asp 
2425 2430 2435 

CAT ATC TAC AGG GAA GAG ACC CTG CAG GCC AAG AAC AAG GGG GTC TTC 4357 
His He Tyr Arg Glu Glu Thr Leu Gin Ala Lys Asn Lys Gly Val Phe 
2440 _-2445 2450 

AGA GAG CTG TAC ACG GCT TAC TCC CGG GAG CCA GAC AAA CCA AAG AAG 44 05 

Arg Glu Leu Tyr Thr Ala Tyr Ser Arg Glu Pro Asp Lys Pro Lys Lys 
2455 2460 2465 

TAC GTG CAG GAC ATC CTG CAG GAG CAG CTG GCG GAG TCT GTG TAC CGA 44 53 

Tvr Val Gin Asp He Leu Gin Glu Gin Leu Ala Glu Ser Val Tyr Arg 
2470 2475 2480 2485 

GCC CTG AAG GAG CAA GGG GGC CAC ATA TAC GTC TGT GGG GAC GTC ACC 45 01 

Ala Leu Lys Glu Gin Gly Gly His He Tyr Val Cys Gly Asp Val Thr 
2490 2495 2500 

ATG GCT GCT GAT GTC CTC AAA GCC ATC CAG CGC ATC ATG ACC CAG CAG 45 4 9 

Met Ala Ala Asp Val Leu Lys Ala He Gin Arg He Met Thr Gin Gin 
2505 2510 2515 

GGG AAG CTC TCG GCA GAG GAC " GCC GGC GTA TTC ATC AGC CGG ATG AGG 4 597 

Gly Lys Leu Ser Ala Glu Asp Ala Gly Val Phe He Ser Arg Met Arg 
2520 2525 2530 

GAT GAC AAC CGA TAC CAT GAG GAT ATT TTT GGA GTC ACC CTG CGA ACG 4 645 

Asp Asp Asn Arg i Tyr His Glu Asp He Phe Gly Val Thr Leu Arg Thr 
2535 2540 2545 

ATC GAA GTG ACC AAC CGC CTT AGA TCT GAG TCC ATT GCC TTC ATT GAA 4 693 

He Glu Val Thr Asn Arg Leu Arg Ser Glu Ser He Ala Phe He Glu 
2550 2555 2560 2565 

GAG AGC AAA AAA GAC ACC GAT GAG GTT TTC AGC TCC TAACTGGACC 4 739 

Glu Ser Lys Lys Asp Thr Asp Glu Val Phe Ser Ser 
2570 2575 



CTCTTGCCCA GCCGGCTGCA AGTTT GTAAG CGC GGGACAG A 



4780 



(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) lANGE: 4097 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii> ART DES MOLEKl)LS: Genom- DNA 
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ZEICHNUNGEN SEITE 13 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 4411 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober 1995 



(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Bos taurus 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON(E): endotheliale Stickstoff monoxid Sythase 

(eNOS) 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: CDS 

(B) LAGE: 58. .3672 



(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 3: 



GAATTCGGCA CGAGGAGCCA CAGAGCAGAC GGAGGCCGCC CGTCCGGCCC CAGCGAC 57 

ATG GGC AAC TTG AAG AGT GTG GGC CAG GAG CCC GGG CCC CCC TGC GGC 105 
Met Gly Asn Leu Lys Ser Val Gly Gin Glu Pro Gly Pro Pro Cys Gly 
1435 1440 1445 

CTG GGG CTG GGG CTG GGC CTC GGG CTA TGC GGC AAG CAG GGC CCA GCC 15 3 

Leu Gly Leu Gly Leu Gly Leu Gly Leu Cys Gly Lys Gin Gly Pro Ala 
1450 " 1455 1460 1465 

TCC CCG GCA CCT GAG CCC AGC CGG GCC CCC GCA CCC GCC ACC CCG CAC 2 01 

Ser Pro Ala Pro Glu Pro Ser Arg Ala Pro Ala Pro Ala Thr Pro His 
1470 1475 1480 

GCG CCA GAC CAC AGC CCA GCT CCC AAC AGC CCC ACG CTG ACC CGG CCT 249 
Ala P^-o Asp His Ser Pro Ala Pro Asn Ser Pro Thr Leu Thr Arg Pro 
1485 1490 1495 

CCG GAG GGG CCC AAG TTC CCT CGC GTG AAG AAC TGG GAG CTG GGG AGC 2 97 

Pro Glu Gly Pro Lys Phe Pro Arg Val Lys Asn Trp Glu Leu Gly Ser 
1500 1505 1510 

ATC ACC TAC GAC ACT CTG TGC GCG CAG TCC CAA CAG GAC GGG CCC TGC 34 5 

lie Thr Tyr Asp Thr Leu Cys Ala Gin Ser Gin Gin Asp Gly Pro Cys 
1515 1520 1525 

ACT CCC AGG CGC TGC CTG GGC TCC CTG GTG TTG CCC CGG AAA CTG" CAG 39 3 

Thr Pro Arg Arg. Cys Leu Gly Ser Leu Val Leu Pro Arg Lys Leu Gin 
1530 ' 1535 1540 1545 

ACC CGG CCC TCC CCG GGA CCT CCA CCC GCT GAG CAG CTG CTG AGC CAG 441 
Thr Arq Pro Ser Pro Gly Pro Pro Pro Ala Glu Gin Leu Leu Ser Gin 
1550 1555 1560 

GCC AGG GAC TTC ATC AAC CAG TAC TAC AGC TCC ATC AAG AGG AGC GGC 48 9 

Ala Arq Asp Phe lie Asn Gin Tyr Tyr Ser Ser He Lys Arg Ser Gly 
1565 1570 1575 

TCC CAG GCT CAC GAG GAG CGG CTT CAG GAG GTG GAG GCC GAG GTG GCA 
Ser Gin Ala His Glu Glu Arg Leu Gin Glu Val Glu Ala Glu Val Ala 
1580 1585 1590 

TCC ACG GGC ACC ATC CAC CTC CGA GAG AGT GAG CTG GTG TTC GGG GCC 
Ser Thr Gly Thr He His Leu Arg Glu Ser Glu Leu Val Phe Gly Ala 
1595 1600 1605 

AAG CAG GCC TGG CGC AAT GCA CCC CGC TGC GTG GGC CGC ATC CAG TGG 
Gin Ala Trp Arg Asn Ala Pro Arg Cys Val Gly Arg He Gin Trp 
1610 1615 I 620 



537 



585 



633 
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ZEICHNUNGEN SEITE 14 Nummer: DE 44 11 402 A1 

Int. CI. 6 : C12N 15/79 

Offenlegungstag: 5. Oktober 1995 

GGG AAG CTG CAG GTG TTT GAT GCC CGG GAC TGC AGC TCA GCA CAG GAG 681 
Gly Lys Leu Gin Val Phe Asp Ala Arg Asp Cys Ser Ser Ala Gin Glu 
1630 1635 1640 

ATG TTC ACC TAC ATC TGC AAC CAC ATC AAG TAC GCC ACC AAC CGC GGC 729 
Met Phe Thr Tyr lie Cys Asn His lie Lys Tyr Ala Thr Asn Arg Gly 
1645 1650 1655 

AAC CTT CGC TCG GCC ATC ACA GTG TTC CCG CAG CGC GCC CCG GGC CGC 777 
Asn Leu Arg Ser Ala lie Thr Val Phe Pro Gin Arg Ala Pro Gly Arg 
1660 1665 1670 

GGA GAC TTC CGG ATC TGG AAC AGC CAG CTG GTG CGC TAC GCA GGC TAC 82 5 

Gly Asp Phe Arg He Trp Asn Ser Gin Leu Val Arg Tyr Ala Gly Tyr 
1675 1680 1685 

AGA CAG CAG GAT GGC TCT GTG CGT GGG GAC CCA GCC AAC GTG GAG ATC 873 
Arg Gin Gin Asp Gly Ser Val Arg Gly Asp Pro Ala Asn Val Glu He 
1690 1695 1700 1705 

ACG GAG CTC TGC ATC CAG CAC GGC TGG ACC CCC GGA AAC GGC CGC TTC 921 
Thr Glu Leu Cys lie Gin His Gly Trp Thr Pro Gly Asn Gly Arg Phe 
1710 1715 1720 

GAC GTG CTG CCC CTG CTG CTC CAG GCC CCA GAC GAG GCT CCA GAG CTC 969 
Asp Val Leu Pro Leu Leu Leu Gin Ala Pro Asp Glu Ala Pro Glu Leu 
1725 1730 1735 

TTT GTT CTG CCC CCC GAG CTG GTC CTT GAA GTG CCC CTA GGA GCA CCC 1017 
Phe Val Leu Pro Pro Glu Leu Val Leu Glu Val Pro Leu Gly Ala Pro 
1740 1745 1750 

CAC ACT GGA GTG GTT CGC GGC CCT GGG CTG CGA TGG TAT GCC CTC CCG 1065 
His Thr Gly Val Val Arg Gly Pro Gly Leu Arg Trp Tyr Ala Leu Pro 
1755 1760 1765 

GCC GTG TCC AAC ATG CTG CTG* GAA ATC GGG GGT CTG GAG TTC TCC GCG 1113 
Ala Val Ser Asn Met Leu Leu Glu He Gly Gly Leu Glu Phe Ser Ala 
1770 1775 1780 1785 

GCC CCC TTC AGC GGC TGG TAC ATG AGC ACG GAG ATT GGC ACG CGG AAC 1161 
Ala Pro Phe Ser. Gly Trp Tyr Met Ser Thr Glu He Gly Thr Arg Asn 
"l790 1795 1800 

CTG TGT GAC CCT CAC CGC TAC AAT ATC CTG GAG GAT GTG GCC GTC TGC 1209 
Leu Cys Asp Pro His Arg Tyr Asn He Leu Glu Asp Val Ala Val Cys 
1805 1810 1815 

ATG GAC CTC GAC ACG CGG ACC ACC TCG TCC CTG TGG AAG GAC AAG GCG 1257 
Met Asp Leu Asp Thr Arg Thr Thr Ser Ser Leu Trp Lys Asp Lys Ala 
1820 1825 1830 

GCC GTG GAG ATC AAC CTG GCT GTG CTG CAC AGC TTT CAG CTC GCC AAG 1305 
Ala Val Glu He Asn Leu Ala Val Leu His Ser Phe Gin Leu Ala Lys 
1835 1840 1845 

GTG ACC ATC GTG GAC CAC CAC GCC GCC ACG GTG TCC TTC ATG AAG CAC 1353 
Val Thr He Val Asp His His Ala Ala Thr Val Ser Phe Met Lys His 
1850 1855 I860 1865 

CTG GAC AAC GAG CAG AAG GCC AGG GGG GGC TGC CCC GCC GAC TGG GCC 14 01 

Leu Asp Asn Glu Gin Lys Ala Arg Gly Gly Cys Pro Ala Asp Trp Ala 
1870 1875 1880 
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ZEICHNUNGEN SEITE 15 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 44 11 402 A1 
C12N 15/79 

5. Oktober1995 



TGG ATC GTG CCC CCC ATC TAC GGC AGC CTA CCG CCC GTC TTC CAC CAG 
Trp He Val Pro Pro lie Tyr Gly Ser Leu Pro Pro Val Phe His Gin 
1885 1890 1895 

GAG ATG GTC AAC TAC ATC CTG TCC CCT GCC TTC CGC TAC CAG CCA GAC 
Glu Met Val Asn Tyr He Leu Ser Pro Ala Phe Arg Tyr Gin Pro Asp 
1900 1905 1910 

CCC TGG AAA GGG AGC GCG ACC AAG GGC GCC GGC ATC ACC AGG AAG AAG 
Pro Trp Lys Gly Ser Ala Thr Lys Gly Ala Gly lie Thr Arg Lys Lys 
1915 1920 1925 

ACC TTT AAG GAA GTG GCC AAC GCG GTG AAG ATC TCT GCC TCA CTC ATG 
?hr III Lys Glu Val Ala Asn Ala Val Lys lie Ser Ala Ser Leu Met^ 
1930 1935 1940 

rrc ACC CTG ATG GCC AAG CGA GTG AAA GCA ACC ATC CTG TAC GCC TCT 
ITy Jhr Zu Se? Al. Ly. Arg Val Lys Alajhr He Leu Tyr Al^Ser 

GAG ACC GGC CGG GCC CAG AGC TAC GCT CAG CAG CTG GGG AGG CTC TTC 
Glu Thr Gly Arg Ala Gin Ser Tyr Ala Gin Gin Leu Gly Arg Leu Phe 
1965 1970 1975 

CGG AAG GCC TTC GAT CCC CGG GTC CTG TGC ATG GAT GAG TAT GAC GTG 
Arg Lys Ala Phe Asp Pro Arg Val Leu Cys Met Asp Glu Tyr Asp Val 
1980 1985 1990 

GTG TCC CTG GAG CAC GAG GCA CTG GTG CTG GTG GTG ACC AGC ACC TTT 
wit Ser Leu Glu His Glu Ala Leu Val Leu Val Val Thr Ser Thr Phe 
1995 2000 2005 

CCG AAT GGC GAT CCC CCG GAG AAT GGA GAG AGT TTT GCA GCT GCC CTG 
Gly £n Gly Asp Pro Pro Glu Asn Gly Glu Ser Phe Ala Ala Ala Leu 
2010 " 2015 2020 

ATG GAG ATG TCG GGG CCC TAC AAC AGC TCC CCA CGG CCG GAA CAG CAC 
Set Su Met Ser Gly Pro Tyr Asn Ser Ser Pro Arg Pro Glu n His 
2030 2035 204U 

AAG AGT TAC AAG ATC CGC TTC AAC AGC GTC TCC TGC TCA GAC CCGT CTG 
% S ill TVr Lys .lie Arg Phe Asn Ser Val Ser Cys Ser Asp Pro Leu 
20 45 2050 2055 

GTG TCC TCC TGG CGG CGG AAG AGA AAG GAG TCC AGC AAC ACA GAC AGC 
vll Ser Ser Trp Arg Arg Lys Arg Lys Glu Ser Ser Asn Thr Asp Ser 
2060 2065 2070 

GCG GGG GCC CTG GGG ACC CTC AGG TTC TGT GTG TTC GGA CTG GGC TCC 
Sa Gly SS Leu Gly Thr Leu Arg Phe Cys Val Phe Gly Leu Gly Ser 
2075 2080 2085 

rrc TAC ccc CAC TTC TGC GCC TTC GCG CGA GCG GTG GAC ACC CGG 
2g Al': m S £5 Phe Cys Ala Phe Ala Arg Ala Val Asp Thr Ar, 
2090 2095 210Q 

CTG GAA GAG CTT GGA GGG GAG CGG CTG CTG CAG CTG GGC CAG GGC GAT 
Leu Glu Glu Leu Gly Gly Glu Arg Leu Leu Gin Leu Gly Gin Gly Asp 
2110 2115 

CAG CTC TGC GGC CAG GAA GAG GCC TTC CGT GGT TGG GCA AAG GCG GCA 
Su H» Cys SyGln Glu Glu Ala PheArg Gly Trp Ala ly. Al. Ala 



1449 



1497 



1545 



1593 
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Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 44 11 402 A1 
C12IM 15/79 
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TTC CAG GCC TCC TGC GAG ACG TTC TGC GTT GGG GAG GAG GCC AAG GCT 2217 
Phe Gin Ala Ser Cys Glu Thr Phe Cys Val Gly Glu Glu Ala Lys Ala 
2140 2145 2150 

GCT GCC CAG GAC ATC TTC AGC CCC AAA CGG AGC TGG AAA CGC CAG AGG 2 265 

Ala Ala Gin Asp lie Phe Ser Pro Lys Arg Ser Trp Lys Arg Gin Arg 
2155 2160 2165 

TAC CGG CTG AGC GCC CAG GCC GAG GGC CTC CAG CTG CTG CCA GGC CTG 2313 
Tyr Arg Leu Ser Ala Gin Ala Glu Gly Leu Gin Leu Leu Pro Gly Leu 
2170 2175 ~ 2180 2185 

ATC CAC GTG CAC AGA CGG AAG ATG TTT CAG GCC ACA GTC CTC TCG GTG 2 361 

lie His Val His Arg Arg Lys Met Phe Gin Ala Thr Val Leu Ser Val 
2190 2195 2200 

GAA AAT CTG CAA AGC AGC AAG TCC ACC CGG GCC ACC ATC CTG GTG CGC 2 409 

Glu Asn Leu Gin Ser Ser Lys Ser Thr Arg Ala Thr lie Leu Val Arg 
2205 2210 2215 

CTG GAC ACT GCA GGC CAG GAG GGG CTG CAG TAC CAG CCG GGG GAC CAC 2457 
Leu Asp Thr Ala Gly Gin Glu Gly Leu Gin Tyr Gin Pro Gly Asp His 
2220 2225 2230 

ATA GGC ATC TCC GCG CCC AAC CGG CCG GGC CTG GTG GAG GCG CTG CTG 2 505 

lie Gly lie Ser Ala Pro Asn Arg Pro Gly Leu Val Glu Ala Leu Leu 
2235 2240 2245 

AGC CGC GTG GAG GAC CCG CCA CCG CCC ACC GAG TCT GTG GCT GTG GAG 2553 
Ser Arg Val Glu Asp Pro Pro Pro Pro Thr Glu Ser Val Ala Val Glu 
2250 2255 2260 2265 

CAG CTG GAG AAA GGC AGC CCA GGC GGC CCT CCT CCC AGC TGG GTG CGG 2 601 

Gin Leu Glu Lys Gly Ser Pro Gly Gly Pro Pro Pro Ser Trp Val Arg 
2270 2275 2280 

GAC CCA CGG CTG CCC CCG TGC ACC GTG CGC CAG GCT CTC ACC TTC TTC 2649 
Asp Pro Arg Leu Pro Pro Cys Thr Val Arg Gin Ala Leu Thr Phe Phe 
2285 2290 2295 

CTG GAC ATC ACC TCC CCA CCC AGC CCC CGG CTT CTC CGA CTG CTCf AGC 2697 
Leu Asp lie Thr -Ser Pro Pro Ser Pro Arg Leu Leu Arg Leu Leu Ser 
2300 2305 2310 

ACC CTG GCC GAA GAA CCC AGC GAG CAG CAG GAG CTT GAG ACC CTC AGT 27 45 

Thr Leu Ala Glu Glu Pro Ser Glu Gin Gin Glu Leu Glu Thr Leu Ser 
2315 2320 2325 

CAG GAC CCC CGG CGC TAC GAG GAG TGG AAG TTG GTC CGC TGC CCC ACG 27 93 

Gin Asp Pro Arg Arg Tyr Glu Glu Trp Lys Leu Val Arg Cys Pro Thr 
2330 2335 2340 2345 

CTG CTG GAG GTG CTG GAG CAG TTC CCG TCC GTG GCG CTG CCC GCC CCG 28 41 

Leu Leu Glu Val Leu Glu Gin Phe Pro Ser Val Ala Leu Pro Ala Pro 
2350 2355 2360 

CTG CTC CTC ACC CAG CTG CCC CTG CTG CAG CCC CGG TAC TAC TCT GTC 2 8 89 

Leu Leu Leu Thr Gin Leu Pro Leu Leu Gin Pro Arg Tyr Tyr Ser Val 
2365 2370 2375 

AGC TCG GCC CCC AAC GCC CAC CCC GGA GAG GTC CAC CTC ACA GTG GCC 2937 
Ser Ser Ala Pro Asn Ala His Pro Gly Glu Val His Leu Thr Val Ala 
2380 2385 2390 
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GTG CTG GCG TAC AGG ACC CAA GAT GGG CTG GGC CCC CTA CAC TAC GGG 
Val Leu Ala Tyr Arg Thr Gin Asp Gly Leu Gly Pro Leu His Tyr Gly 
2395 2400 2405 

rTr TGC TCC ACA TGG CTG AGC CAG CTC AAG ACT GGA GAC CCC GTG CCC 
vll Cys Ser JS Irp Leu Ser Gin Leu Lys Thr Gly Asp Pro Val Pro 
2410 2415 2420 2425 

TGC TTC ATC AGG GGG GCT CCC TCC TTC CGG CTG CCG CCT GAC CCC TAC 
Cys Phe lie Arg Gly Ala Pro Ser Phe Arg Leu Pro Pro Asp Tyr 
2430 2435 

GTG CCC TGC ATC CTC GTG GGC CCT GGC ACT GGC ATC GCC CCC TTC CGG 
vll Pro Cys lie Leu Val Gly Pro Gly Thr Gly lie Ala Pro Phe Arg 
2445 2450 2455 

GGA TTT TGG CAG GAG AGG CTG CAT GAC ATT GAG AGC AAA GGG CTG CAG 
Gly Phe Trp Gin Glu Arg Leu His Asp lie Glu Ser Lys Gly Leu Gin 
2460 2465 /u 

rcc CAC CCC ATG ACC CTG GTG TTC GGC TGC CGC TGC TCC CAA CTC GAC 
Pro Sx"s Pro Met ?hr Leu Val Phe Gly Cys Arg Cys Ser Gin Leu Asp 
2475 2480 24 

CAT CTC TAC CGC GAC GAG GTG CAG GAC GCC CAG GAG CGC GGG GTG TTT 
Ss Leu Tyr Arg Asp Glu Val Gin Asp Ala Gin Glu Arg Gly Val Phe 
2490 2495 2500 " U3 

CGC CGC GTC CTC ACC GCC TTC TCC CGG GAA CCT GAC AGC CCC AAG ACC 
Gly Arg vll £u Thr Ala Phe Ser Arg Glu Pro Asp Ser Pro Lys Thr 
2510 2515 

TAC GTA CAG GAC ATC CTG AGA ACC GAG CTG GCT GCC GAG GTG CAC CGC 
Tyr vlx" Sin Asp He Leu Arg Thr Glu Leu Ala Ala Glu V.l His Arg 
2525 2530 2535 

GTG CTG TGC CTC GAG CGG GGC CAC ATG TTT GTC TGC GGC GAT GTC ACT 
vll III CyS Leu Glu Arg Gly His Met Phe Val Cys Gly Asp Val Thr 
2540 2545 2550 

ATG GCA ACC AGC GTC CTG CAG ACG GTG CAG CGC ATC TTG GCG ACA GAG 
Set ?Sr Ver -Val Leu Gin Thr Val Gin Arg lie Leu Ala Thr Glu 

2555 2560 2565 

GGC GAC ATG GAG CTG GAC GAG GCG GGC GAC GTC ATC GGC GTG CTG CGG 
Gly Xp Met Glu Leu Asp Glu Ala Gly Asp Val lie Gly Val Leu Arg 
2570 2575 2580 2*** 

GAT CAG CAA CGC TAT CAC GAG GAC ATT TTC GGC CTC ACG CTG CGC ACC 
2p Gxn g£ Arg Tyr His Glu Asp He Phe Gly Leu Thr Leu Arg Thr 
2590 2595 < £DUU 

CAG GAG GTG ACA AGC CGT ATA CGT ACC CAG AGC TTT TCC CTG CAG GAG 
III Su Vax Thr Ser Arg lie Arg Thr Gin Ser Phe Ser Leu Gin Glu 
2605 2610 

CCG CAT CTG CGG GGC GCG GTG CCC TGG GCC TTC GAC CCG CCC GGC CCA 
Arg Ss HI £g Gly Ala Val Pro Trp Ala Phe Asp Pro Pro Gly Pro 

2 620 2 625 

GAC ACC CCC GGC CCC TGAGACCCCT CTTGCTTCCC ACTGCAGTTC CCGGAGAGAG 
Asp Thr Pro Gly Pro 
2635 
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GGGCTGTCAT 


TCCACTATGG 


CTCTACCGCT 


GTCCTGTTGG 


CCTTTACCGG 


GACCGGCCAC 


3772 


CTCTCCCTCC 


CCTCCCAAGG 


TGACTTCCCA 


GAGACTGTTG 


GATTCCCTGT 


ACT AT CT CAT 


3832 


CCTCTCATCT 


CTAGGTCTGT 


TTCCCCACCC 


TAAGTCCATC 


TGGAAGACCC 


CTCCCAGCAG 


3892 


CGGTATTCCA 


GAG C CT AC AG 


TCAGCCCTTT 


GGTGTTTAGG 


TGAATTTTAG 


ATTCCCCTCG 


3952 


CCTCTCTCCC 


GGGAAGTATC 


TTATCTTGAA 


ACCTGATCTC 


TAAATCATTC 


AAATATT TAT 


4012 


TATTGAAGAT 


TTACCATAAG 


AGACTGGACC 


AGAAGTTAGG 


AGACCTACTA 


AGATGCCTAA 


4072 


GCCAAGGTCC 


TCCGGGGCCG 


AATTC 








4097 
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